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O presente trabalho teve por objetivo caracterizar bioquímica e histoquimicamente a 
germinação, desenvolver estratégias para a conservação de germoplasma, bem como induzir 
e caracterizar a calogênese in vitro de pinhão-manso visando o desenvolvimento de protocolos 
para a embriogênese somática.  Para os estudos de germinação, as sementes foram 
desinfestadas, inoculadas in vitro e mantidas na presença de luz. As avaliações de 
desenvolvimento e as coletas para as análises morfoanatomicas, histoquímicas e bioquímicas 
da germinação foram realizadas ao longo do período de cultivo de 30 dias.  A caracterização 
anatômica foi realizada com o auxílio do corante Azul de Toluidina e para as análises 
histoquímicas foram utilizados Sudan IV, para compostos lipídicos, Xylidine Ponceau, para 
proteínas totais e Reagente de Schiff/ ácido periódico – PAS, para polissacarídeos neutros. 
Para as análises bioquímicas, os materiais oriundos dos diferentes períodos de germinação 
foram avaliados quanto a percentagem de açucares solúveis totais (AST) e amido via método 
colorimétrico, de proteínas em aparelho CNS, além da quantificação de lipídios via técnica de 
derivatização in situ em GC-MS. Anatomicamente, as sementes apresentaram endosperma 
com células isodiamétricas,  paredes delgadas e conteúdo celular visível em formas de gotas 
de lipídeos e corpos proteicos; os cotilédones e folhas com epiderme simples e mesofilo 
composto por parênquima paliçádico e lacunoso e o hipocótilo com cilindro vascular do tipo 
eustelo. Histoquimicamente, evidenciou-se que os lipídeos e as proteínas aparecem como o 
principal material de reserva no endosperma. As análises bioquímicas confirmaram a maior 
presença de ácidos graxos em relação aos demais compostos de reserva no endosperma, 
principalmente os ácidos oleicos e linoleicos.  Já com a formação da plantula, o amido 
apareceu como a principal composto de reserva. Para os estudos de conservação, verificou-se 
a umidade inicial das sementes e, em seguida, se realizou o processo de dessecação em sílica-
gel por 0, 24, 48, 96 e 192 horas. Após cada tempo de dessecação, a umidade foi novamente 
avaliada e as sementes   armazenadas em diferentes condições de temperatura (25ºC, 6ºC, -
20ºC e -196°C) por 0, 180, 360 e 720 dias. Transcorrido o tempo de conservação, as sementes 
foram germinadas in vitro e a germinação avaliada após 30 dias de cultivo. Análises de 
condutividade elétrica foram realizadas nas sementes armazenadas em todos os tratamentos. 
Para a criopreservação de eixos embrionários, inicialmente realizou-se a extração dos eixos 
em condições assépticas e a hidratação dos mesmos por 1 hora em placa de petri contendo 
papel filtro umedecido com água destilada estéril. Posteriormente, aplicou-se os tempos de 
dessecação pela exposição dos eixos ao fluxo de ar da câmara de fluxo laminar por 0, 2, 4, 6, 
8 e 10 horas. Logo após os tempos de dessecação, a umidade dos eixos embrionários foi 
aferida e estes foram imersos em nitrogênio líquido por 0, 2, 30, 90, 180 e 360 dias. Após o 
período de conservação, foi realizado o teste de germinação in vitro, com avaliação após 30 
dias de cultivo. As sementes de pinhão-manso toleraram a dessecação e se mantiveram viáveis 
com até 4,3% de umidade. Porém, não toleraram o armazenamento por período de até 720 
dias em todas as temperaturas avaliadas, o que sugere um comportamento intermediário das 
sementes. O teste de condutividade elétrica foi eficaz na avaliação da qualidade das sementes, 
apresentando alta correlação entre a quantidade de íons observados e a percentagem de 
germinação. Com relação a criopreservação dos eixos embrionários, verificou-se uma taxa 
média de 90% de germinação, após 360 dias de armazenamento, quando estes apresentavam 
umidade em torno de 8%, e foi considerado a melhor técnica de conservação a longo prazo 
desta espécie. Por fim, explantes de hipocótilo e folhas cotiledonares de plantas cultivadas in 
vitro foram induzidos a calogênese em meio de MS suplementado com 2,4-D e picloram (0, 
50, 100, 200 e 400 µM) em combinação ou não com 50 µM de cinetina, sendo mantidos em 
condição de luz ou escuro por 30 e 60 dias. Após os tempos foi avaliado a percentagem de 
formação de calos, textura dos calos (friável, semi-compacto e compacto), além da coloração 
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predominante. Amostras de calos com 60 dias de cultivo foram incluídas em metacrilato e 
caracterizados anatomicamente. Explantes de pinhão-manso, constituídos por hipocótilo e 
folhas cotiledonares foram responsivos a indução de calos, apresentando 100% de explantes 
com calos em vários tratamentos, principalmente na presença de picloram. O tratamento 
contento apenas cinetina promoveu a formação de calos friáveis em folhas cotiledonares e 
calos friáveis e semi-compactos em explantes de hipocótilo. O 2,4-D foi mais eficiente na 
formação de calos compactos com aspecto globular, enquanto o picloram induziu de calos 
semi-compactos e friáveis e de grande volume. Calos embriogênicos foram observados em 
hipocótilos e folhas cotiledonares cultivados com 200 e 400 µM de picloram e 2,4-D, 
preferencialmente, no escuro. O presente trabalho contribuiu com informações relevantes 
sobre a caracterização da germinação de sementes de pinhão-manso. Esclareceu e determinou 
a melhor técnica de conservação ex situ para a espécie, sugerindo a mudança da classificação 
das sementes de ortodoxas para intermediarias. E no estudo de calos, propiciou várias 
informações a respeito da calogênese em pinhão-manso que servirão de subsídios para futuros 
trabalhos de embriogênese somática para a espécie. 
 






This study aimed to characterize biochemical and histochemically germination, develop 
strategies for the conservation of germplasm, as well as induce and characterize the callus 
formation in vitro Jatropha for the development of protocols for somatic embryogenesis. For 
germination studies, the seeds were sterilized, inoculated in vitro and maintained in the presence 
of light. Development assessments and collections for morphoanatomic analysis, histochemical 
and biochemical germination were carried out during the 30-day culture period. The anatomical 
characterization was performed with the aid Blue stain and Toluidine for histochemical 
analyzes was used Sudan IV to lipid compounds, Xylidine ponceau to total protein and Schiff 
reagent / periodic acid - SAP for neutral polysaccharides. For the biochemical analyzes, the 
materials from the different periods of germination was evaluated as the percentage of total 
soluble sugars (AST) and starch via colorimetric method for proteins in the CNS device, and 
quantifying lipids via derivatization in situ GC MS. Anatomically, the seeds presented 
endosperm with isodiametrical cells, thin walls and visible mobile content forms droplets of 
lipid and protein bodies; cotyledons and leaves with simple epidermis and mesophyll consisting 
of palisade and spongy parenchyma and hypocotyl with vascular eustele type cylinder. 
Histochemically, it was shown that lipids and proteins appear as the main reserve material in 
the endosperm. Biochemical analyzes confirmed the increased presence of fatty acids in relation 
to other reserve compounds in the endosperm, especially oleic and linoleic acids. Since the 
formation of seedling, starch appeared as the primary reserve compound. For conservation 
studies, it was the initial seed moisture, and then held the desiccation process silica gel for 0, 
24, 48, 96 and 192 hours. After each time of drying, the humidity was again evaluated and the 
seeds stored at different temperature conditions (25 ° C, 6 ° C, -20 ° C and -196 ° C) for 0, 180, 
360 and 720 days. Elapsed time of conservation, the seeds were germinated in vitro and 
germination evaluated after 30 days of cultivation. electrical conductivity analyzes were 
performed on seeds stored in all treatments. For cryopreservation embryonic axes initially held 
extracting the axles under aseptic conditions and hydration thereof for 1 hour in petri dishes 
containing filter paper moistened with sterile distilled water. Subsequently, he applied to the 
drying times for exposing the axes of airflow of the laminar flow chamber for 0, 2, 4, 6, 8 and 
10 hours. Soon after the drying time, moisture from the embryonic axis was measured and these 
were immersed in liquid nitrogen for 0, 2, 30, 90, 180 and 360 days. After the retention period, 
in vitro germination test was performed, with evaluation after 30 days of cultivation. The 
Jatropha seeds tolerate desiccation and remained viable up to 4.3% moisture. However, they 
not tolerate storage for a period up to 720 days all temperatures measured, which suggests an 
intermediate behavior seeds. The electrical conductivity test was effective in assessing the 
quality of seeds, with high correlation between the amount of ions observed and the percentage 
of germination. Regarding the cryopreservation of embryonic axes, there was an average 90% 
germination, after 360 days of storage when they had moisture around 8%, and was considered 
the best long-term preservation technique of this kind. Finally, hypocotyl and cotyledon 
explants of leaves from plants grown in vitro were induced to callus induction on MS medium 
supplemented with 2,4-D and Picloram (0, 50, 100, 200 and 400 mM) in combination with or 
without 50 uM kinetin, being kept in light or dark condition for 30 and 60 days. After time was 
evaluated the percentage of callus formation, callus texture (crumbly, semi-compact and 
compact), and the predominant color. Samples of corns with 60 days of culture were included 
in methacrylate and characterized anatomically. Jatropha explant consisting of hypocotyl and 
cotyledons were responsive to callus induction, with 100% of explants with calluses on various 
treatments, especially in the presence of picloram. Treatment satisfaction only kinetin promoted 
the formation of friable callus in cotyledons and friable calluses and semi-compact in hypocotyl 
4 
 
explants. The 2,4-D was more efficient in the formation of compact callus with a globular 
appearance as picloram induced semi-compact callus and friable and large volume. 
embryogenic calli were observed in hypocotyls and cotyledons cultured with 200 to 400 mM 
of picloram and 2,4-D, preferably in the dark. This work contributed with relevant information 
on the characterization of Jatropha seed germination. He clarified and determined the best ex 
situ conservation technique for the species, suggesting the change of the classification of 
orthodox seeds to intermediate. And the study of calluses, led various information about the 
callogenesis in Jatropha which will serve as subsidies for future work on somatic 
embryogenesis for the species 
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mg Miligramas (unidade de medida de massa) 
mL Mililitro (unidade de medida de volume) 
g Grama (unidade de medida de massa 
h Hora (unidade de tempo) 
ºC Graus Celsius 
NL Nitrogênio liquido 
2,4-D Ácido 2,4-diclorofenoxiacético 
Dicamba Ácido 3,6-dicloro-2metoxybenzoico 
Picloram Ácido 4-amino-3,5,6-tricloropicolínico 
et al. Expressão latina que significa “e outros” 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
Os combustíveis fósseis representam cerca de 93% do consumo primário de energia no 
mundo, especialmente, óleo (35%), carvão (29%) e gás natural (29%). A energia nuclear e a 
gerada por hidroelétricas somam apenas 5 e 7% do total de energia consumida, respectivamente 
(FINLEY, 2013). É evidente que tanto as reservas quanto o consumo serão incrementadas, mas 
as previsões indicam que as reservas crescerão menos ao longo desse período. Além disso, 
apesar de atualmente os combustíveis fósseis serem a fonte de energia mais utilizada pela 
sociedade, sua combustão libera uma grande quantidade de CO2, o que contribui, para o 
aquecimento global (TOLMASQUIM, 2012; BRENNAN e OWENDE, 2013; DUARTE, 2014; 
DIAS e MATTOS, 2014) 
Há diversas matrizes energéticas renováveis para a produção de energia em substituição 
aos derivados do petróleo, notadamente os biocombustíveis oriundos de produtos agrícolas, 
como a cana-de-açúcar, plantas oleaginosas, biomassa florestal e matéria orgânica 
(GOLDEMBERG, 2007 e MONTEIRO et al., 2015). O biodiesel é uma alternativa viável para 
o Brasil, uma vez que o país apresenta potencial para se tornar um dos maiores produtores do 
mundo, em razão da disponibilidade de áreas aptas ao plantio e clima adequado ao cultivo de 
oleaginosas (SATURNINO et al., 2005). Por ser biodegradável, o biodiesel é considerado um 
potencial substituto do diesel para motores ciclo diesel ou estacionários, sem necessidade de 
adaptações, em percentuais de até 20%. É um produto conhecido principalmente na Europa 
desde o início do século XX, mas registros históricos relatam de seu uso desde o final do século 
XIX (VECCHIA, 2010). 
Teoricamente, qualquer oleaginosa pode ser utilizada para a produção de biodiesel. 
Porém, devem-se considerar as vantagens de cada espécie, tais como a produtividade de óleo, 
robustez, custos de produção e de logística, capacidade de armazenamento, valor dos 
subprodutos, capacidade de geração de renda e nível tecnológico da cultura escolhida 
(SOARES, 2010). 
 De acordo com Silva e Freitas (2008), as principais culturas com potencial para 
produção de biodiesel incluem espécies como o dendê (Elaeis guineensis L.), côco (Cocos 
nucifera L.), babaçu (Attalea speciosa Mart.), girassol (Helianthus annus L.), canola (Brassica 
napus L.), mamona (Ricinus communis L.), amendoim (Arachis hypogea L.), soja [Glycine max 
(L.) Merril], algodão (Gossypum hirsutum L.) e o pinhão-manso (Jatropha curcas L.). 
Entretanto, para que essas espécies possam efetivamente serem utilizadas como produtoras de 
biodiesel é necessário empreender avanços em tecnologias agrícolas, que viabilizem a produção 
12 
 
comercial de matérias primas de alta produtividade, principalmente para culturas ainda pouco 
estudas, como é o caso do pinhão-manso. 
Neste contexto, nos últimos anos tem havido um grande interesse e, sobretudo, 
necessidade de se desenvolver tecnologias na área da cultura de células e tecidos de plantas em 
espécies com potencial energético, seja para a produção de mudas de genótipos de alguma 
importância agronômica em escala comercial ou para acelerar programas de melhoramento 
genético destas espécies. De acordo com Attaya et al. (2012), estudos mostram que o pinhão-
manso é favorável para a propagação in vitro, os trabalhos envolvendo a multiplicação clonal 
da espécie via sistemas in vitro ainda são inssufcientes. Ainda segundo os autores, plantas de 
pinhão-manso oriundas desse tipo de cultivo podem apresentar maior rendimento e 
produtividade, quando comparadas com plantas obtidas por cultivo convencional via sementes. 
De fato, diversos tipos de explantes já foram utilizados para trabalhos de pinhão-manso 
utilizando-se técnicas de cultura de tecidos de plantas, como: folhas (SUJATHA e MUKTA, 
1996, SUJATHA e REDDY, 2000 e KAEWPOO e TE-CHATO, 2009), pecíolos (SUJATHA 
e MUKTA, 1996, SUJATHA e REDDY, 2000), caules (SUJATHA e REDDY, 2000 e 
KAEWPOO e TE-CHATO, 2009), cotilédones (KAEWPOO e TE-CHATO, 2009), epicótilos 
(WEI et al., 2004), hipocótilos (SUJATHA e MUKTA, 1996, SUJATHA e REDDY, 2000), 
segmentos nodais (RAJORE et al., 2002 e KAEWPOO e TE-CHATO, 2009), além de brotos 
apicais e axilares (SARDANA et al., 1998, RAJORE et al., 2002, THEPSAMRAN et al., 2008, 
KAEWPOO e TE-CHATO, 2009). 
Como o cultivo de pinhão-manso vem sendo implantado em diversas regiões do Brasil, 
a maioria dos genótipos utilizados são ainda pouco conhecidos genética e agronomicamente, 
não existindo ainda cultivares melhoradas, sobre os quais se tenha informações relacionadas 
especialmente sobre o potencial de produção nas diferentes regiões produtoras (LAVIOLA et 
al., 2011). Por isso, para que se alcancem patamares mais elevados de produtividade em termos 
de quantidade de óleo por hectare, as pesquisas necessitam concentrar esforços para a seleção 
de materiais mais produtivos e adaptados para as diferentes regiões edafoclimáticas brasileiras. 
Como a variabilidade genética é um requisito fundamental à implementação e continuidade de 
programas de melhoramento genético, uma eficiente estratégia de conservação de germoplasma 
da espécie é essencial ao desenvolvimento de genótipos superiores e de importância comercial 
(SILVA et al., 2012). 
Os recursos genéticos vegetais são uma fração da biodiversidade vegetal, com previsão 
atual ou potencial de uso, que representa uma fonte imensurável de variabilidade genética 
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(FRALEIGH, 2006; SCHERWINSKI-PEREIRA e COSTA, 2010), além de ser uma das 
propriedades fundamentais da natureza responsável pelo equilíbrio e estabilidade dos 
ecossistemas, o que representa um imenso potencial de uso econômico.  
Todavia, apesar da importância desses recursos, grande parte vem sendo destruída de 
modo irreversível, antes mesmo do seu pleno conhecimento científico. Assim, é importante a 
adoção de tecnologias destinadas à conservação de germoplasma que tenham como princípio 
básico, preservar o máximo possível da diversidade genética ou de indivíduos, visando seu uso 
atual e futuro como fonte de variabilidade (RAZDAN, 2003). Mas para que se alcance o 
máximo êxito em trabalhos de conservação e propagação de qualquer espécie vegetal, estudos 
básicos sobre a germinação e desenvolvimento inicial da planta, especialmente aos aspectos 
relacionados com a composição química e a fisiologia das sementes são fundamentais uma vez 
que estão estritamente relacionados com o potencial de armazenamento (CARVALHO e 
NAKAGAWA, 2000; PRADO, 2012). 
Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo caracterizar bioquímica e 
histoquimicamente a germinação, desenvolver estratégias para a conservação de 
germoplasma, bem como induzir e caracterizar a calogênese in vitro de pinhão-manso visando 




2. REVISÃO DE LITERATURA 
2.1.  Descrição da espécie 
A família Euphorbiaceae está representada nas regiões tropicais e temperadas de 
praticamente todo o planeta por um total de cerca de 8.000 espécies, distribuídas em 317 
gêneros. Estes estão agrupados em 49 tribos e cinco subfamílias, segundo o sistema de 
classificação proposto por Webster (1994). 
O gênero Jatropha se encontra entre os mais representativos da família (CRONQUIST, 
1981). Recentemente, constatou-se que esse gênero contém, aproximadamente, 170 espécies 
distribuídas nas regiões tropicais e subtropicais da África e Américas, podendo as plantas 
deste gênero se apresentarem como ervas, arbustos ou árvores (KRISHNAN e 
PARAMATHMA, 2009). 
No Brasil, o gênero Jatropha se encontra distribuído em todos os domínios 
fitogeográficos, sendo encontrados espécimes em quase todos os estados brasileiros 
(CORDEIRO e SECCO, 2012). Segundo os autores são encontrados 13 espécies e 4 
variedades, sendo que das espécies, 6 são endêmicas. 
A espécie J. curcas, popularmente conhecida por pinhão-manso, purgante ou 
mandiuguaçú, recebeu a designação cientifica em 1753 por Linnaeus, de acordo com a 
nomenclatura binomial em Species Platarum, sendo essa designação válida até os dias de hoje. 
A designação científica do gênero Jatropha deriva do grego “iatrós” (o doutor) e “trophé” 
(comida), o que sugere sua utilização na medicina; o epíteto específico curcas é a designação 
vulgar da purgueira em Malabar, Índia (HELLER, 1996) 
Existe uma extensa lista de sinonímias para essa espécie, tendo sido reconhecida por 
Dehgan e Webster (1979): Curcas purgans Medil., Ricinus americanus Miller., Castiglionia 
lobata Ruiz e Pavon., Jatropha edulis Cerv. Gaz. Lit. Mex., J. Acerifolia salisb., Ricinus jarak 
Thumb., Curcas adansoni Endl., Cursas indica A. Rich e Curcas curcas (L.) Britthon e 
Millisp.  
A espécie J. curcas é diplóide com 2n = 22 cromossomos e o tamanho do seu genoma 
(416 Mb) é aproximadamente igual ao genoma do arroz (400 Mb) (CARVALHO et al., 2008). 
Ainda hoje é controversa a origem do pinhão-manso. Para alguns autores, um possível 
centro de origem é no Estado do Ceará, no Brasil. Porém, vários outros autores relatam o 
México e parte da América Central como possível ponto de origem para espécie (WILBUR, 
1954; MARTIN e MAYEUX, 1984; HELLER, 1996), com predominância natural de 
ocorrência em florestas das regiões litorâneas. 
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 Para Heller (1996) e Tominaga et al. (2007) é provável que o México e a América Central 
sejam o centro de origem do pinhão-manso, uma vez que há vestígios de índios que migraram 
da América do Norte para a América do Sul há mais de 10.000 anos a terem transportado do 
México até a Argentina, incluindo o Brasil. A partir de então, navegadores portugueses a 
teriam distribuído para países da África e Ásia, uma vez que não há vegetação espontânea 
nesses continentes, apenas sob forma cultivada (Figura 1). 
 
Figura 1: Centro de origem e distribuição geográfica de Jatropha curcas L. (Fonte: Heller, 
1996). 
 
J. curcas é um arbusto, de crescimento rápido, cuja altura normal é dois a três metros, 
mas pode alcançar até cinco metros em condições especiais. O diâmetro do tronco é de 
aproximadamente 20 cm, com raízes curtas e pouco ramificadas, caule liso, de lenho mole e 
medula desenvolvida, mas pouco resistente. O tronco ou fuste é dividido desde a base, em 
compridos ramos, com numerosas cicatrizes produzidas pela queda das folhas na estação seca, 
as quais ressurgem logo após as primeiras chuvas. As folhas são verdes, esparsas e brilhantes, 
largas e alternas, em forma de palma com três a cinco lóbulos e pecioladas, com nervuras 
esbranquiçadas e salientes na face inferior. A espécie é monóica, apresentando na mesma 
planta, sexos separados. As flores masculinas, em maior número, se formam nas extremidades 
das ramificações, e as femininas ao longo das ramificações, as quais são amarelo-esverdeadas 
e diferenciam-se pela ausência de pedúnculo articulado nas femininas que são largamente 
pedunculadas (Figura 2) (HELLER, 2006 e DOMERGUE e PIROT, 2008). 
A polinização da planta é entomófila e realizada preferencialmente por abelhas, 
formigas trips e moscas, sendo possível a realização da polinização artificial (JUHÁSZ et al. 
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2009). O fruto é capsular ovóide, com diâmetro de 1,5 a 3,0 cm e trilocular, com uma semente 
em cada cavidade, formado por um pericarpo ou casca dura e lenhosa, indeiscente, 
inicialmente verde, passando a amarelo, castanho e por fim preto, quando atinge o estádio de 
maturação. O fruto apresenta peso variando entre 1,5 e 2,8 g, sendo que cerca de 53 a 62% do 
peso do fruto equivale as sementes e de 38 a 47% a casca. As sementes quando secas medem 
entre 1,5 e 2 cm de comprimento e entre 1,0 e 1,3 cm de largura. O tegumento é rijo e 
quebradiço, de fratura resinosa. Debaixo do invólucro da semente existe uma película branca 
cobrindo a amêndoa, o albúmen é abundante, branco, oleaginoso, contendo o embrião provido 
de dois largos cotilédones (HELLER, 2006 e DOMERGUE e PIROT, 2008). 
 
 
Figura 2: Órgãos vegetativos e reprodutivos de pinhão-manso: a – ramo florido, b- galho, c- 
folha, lado esquerdo, d - pistilo da flor, e - estame da flor, f – corte transversal no fruto imaturo, 





2.2.  Importância econômica 
Apesar de todas as vantagem e múltiplas utilidades do pinhão-manso já citadas, é fato 
que a espécie só se tornou mundialmente conhecida devido ao seu alto potencial na produção 
de biodiesel. Diversos trabalhos trazem informações sobre os programas de biodiesel a partir 
de pinhão-manso em diferentes países, como no Reino Unido (JANAUN e ELLIS, 2010), 
China (YE et al., 2009 e LIU et al., 2012), Malásia (LIM e TEONG, 2010 e KOH e GHAZI, 
2011), Suécia (ARVIDSSON et al., 2011), Tailândia (SIRIWARDHANA et al., 2009), 
Indonésia (SILITONGA et al., 2011), Índia (BORA e BARUAH, 2012) e Brasil (ALVES et 
al., 2008). 
No Brasil, o interesse na produção comercial de pinhão-manso ocorreu a partir da 
implantação do Plano Nacional de Produção de Biodiesel, o qual tem como expectativa atender 
a demanda por combustíveis de fontes renováveis, gerando empregos e renda na agricultura 
familiar, além de contribuir para a economia de divisas (BRASIL, 2007). 
A espécie J. curcas L. é mundialmente conhecida como uma planta tropical com um 
potencial único para aumentar as fontes de energia renováveis (PANDEY et al., 2012), devido 
suas características peculiares, como tolerância a seca (OPENSHAW, 2000), crescimento 
rápido e facilidade de propagação. Além disso, apresenta de 30-37% de teor de óleo em suas 
sementes (ACHTEN et al., 2008), mais do que outras culturas oleaginosas como o algodão 
(entre 14 e 25%) (BELTRÃO, 2003) e na maioria das cultivares de soja (entre 15 e 25%) 
(MOREIRA, 1999), mas, inferior ao rendimento de óleo do fruto ou semente inteira de girassol 
(entre 48 e 52%) (FIRESTONE, 1999). Porém, essa pequena árvore é uma planta com muitos 
atributos de múltiplos usos e potencial considerável que vão além de sua utilização na produção 
de biodisel. Segundo Openshaw et al. (2000), por ser uma espécie bem adaptada a condições 
áridas e semiáridas e fácil de se estabelecer, atualmente o pinhão-manso se encontra distribuído 
em muitas partes do mundo, sendo cultivada na América Latina, África, Sudeste Asiático e na 
Índia, onde geralmente é cultivada como cerca viva. Seu cultivo requer tecnologias simples e 
baixo custo, sendo o rendimento das sementes variável entre 0,5 a 12 ton ano/ha, dependendo 
do solo, nutrientes, condições de chuva e genótipo (FRANCIS et al., 2005). As sementes 
contêm óleo que pode ser convertido a biodiesel de boa qualidade por transesterificação 
(FOIDL et al., 1996). Porém, o óleo de pinhão-manso é apenas um de uma série de produtos e 
subprodutos que esta espécie pode oferecer. 
Tradicionalmente, tanto as sementes como outras partes da planta tem sido utilizada 
para a produção de óleo, sabão e compostos medicinais (KOHLI et al., 2009) e variedades não 
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toxicas que vêm sendo exploradas no México na alimentação de animais (SCHMOOK et al., 
1997, MAKKAR et al., 1998). 
Além dessas atribuições, o pinhão-manso também vem sendo citado como uma espécie 
adequada para fitorremediação. Segundo Garbisu et al. (2002) e Alkorta et al. (2004), espécies 
fitorremediadoras devem apresentar crescimento rápido, alta produção de biomassa, sistema 
radicular abundante, tolerar condições adversas do meio ambiente, não ser comestíveis, além 
de serem economicamente benéficas. De acordo com Kaushik et al. (2007) e Gunaseelan 
(2009), o pinhão-manso apresenta baixa demanda por água, resistência a seca, crescimento 
rápido e exige pouca manutenção, atributos esses que classificam a espécie como apta para 
fitorremediação. 
Estudos avaliando o potencial do pinhão-manso na fitorremediação relatam que a 
espécie foi capaz de extrair metais pesados a partir de cinzas volantes, sendo a capacidade de 
extração aumentada muitas vezes quando adicionado agentes quelantes como o EDTA 
(JAMIL et al., 2009). Juwarkar et al. (2008), Kumar et al. (2008), Mangkoedihardjo et al. 
(2008) e Yadav et al. (2009) também relataram que o pinhão-manso tem potencial para 
remediação de solos contaminados com Al, Fe, Cr, Mn, Ar, Zn, Cd e Pb, além de apresentar 
potencial de bioacumulação. Agamuthu et al. (2010) o descrevem como fitorremediador de 
solos contaminados com hidrocarbonetos. 
O sequestro de carbono no solo também vem sendo descrito como uma das atribuições 
do pinhão-manso (ROMIJN et al., 2011). Segundo El-Bassam (1998), tendo em vista as 
considerações ambientais, o biodiesel é considerado “carbono neutro”, porque todo o CO2 
liberado durante seu consumo é sequestrado da atmosfera durante o crescimento da planta, 
sendo assim uma energia limpa e renovável, que tem emissão zero de dióxido de carbono, 
provocando quase nenhuma poluição ao meio ambiente. 
Além da produção de biodiesel, alimentação de animais, fitorremediação e sequestro de 
carbono, o cultivo de pinhão-manso também vem sendo atribuído no controle de erosão do 
solo. Segundo Reubens et al. (2011), o pinhão-manso desenvolve uma raiz principal profunda 
que estabiliza o solo contra deslizamentos de terra e as raízes laterais rasas previnem e 
controlam a erosão do solo causada pelo vento ou pela água, além de manter a umidade. 
 Assim, em diversos países a plantação de pinhão-manso tem diversos objetivos: em 
Mali, controle da erosão do solo e produção de biodiesel combinada (LUTZ, 1992), 
reflorestamento de áreas áridas e controle de erosão em Cabo Verde (SPAAK, 1990), além de 
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planta de apoio para outras culturas, como a baunilha, em Madagascar e produção de biodiesel 
em áreas marginais na Índia (OGUNWOLE et al., 2008). 
Na medicina, o pinhão-manso apresenta grande importância no uso humano e 
veterinário, sendo todas as partes da planta utilizadas (GOONASEKERA et al., 1995 e 
KAUSHIK et al., 2007). As sementes são utilizadas para tratar a gota, artrite e icterícia, 
cicatrização de feridas, fraturas e queimaduras (SAMY et al, 1998, ISAWUMI, 1978); o óleo 
de semente trata eczema, doenças de pele, reumatismo e tem ação purgativa (NATH e 
DUTTA, 1992); o caule é utilizado no tratamento de dor de dente, inflamação e sangramento 
(THOMAS, 1989); a seiva trata doenças dermatomucosas e o extrato vegetal  ajuda na 
cicatrização de feridas, alergias, queimaduras, cortes e lepra (FOJAS et al., 1986); as folhas e 
látex combatem úlceras e contusões, além de reduzir o tempo de coagulação do sangue 
(OSONIYI e ONAJOBI, 2009; COELHO-FERREIRA, 2009); as raízes auxiliam no 
tratamento da inflamações (MUJUMDA e MISAR, 2009) e o fruto combate a dor de dente 
(COELHO-FERREIRA, 2009). 
 
2.3.  Propagação da espécie 
Adaptada as condições edafoclimáticas das regiões brasileira e, principalmente ao 
Nordeste, o pinhão-manso encontra-se vegetando de forma asselvajada. No entanto, 
cientificamente, ainda se conhece muito pouco em relação às técnicas para a domesticação, 
cultivo e conservação da espécie (ARRUDA et. al., 2004; SATURNINO et al., 2005; 
BELTRÃO e CARTAXO, 2006 e ACHTEN et al., 2010). E, segundo Jongschaap et al. (2007), 
ainda são escassos os dados sobre a variabilidade genética, efeitos do ambiente e da interação 
genótipo-ambiente.  
Conhecido por ter ampla adaptabilidade e multiplicidade de usos, o potencial do pinhão-
manso ainda está longe de ser alcançado, pois variedades melhoradas e com características 
desejáveis para as condições de cultivo ainda não estão disponíveis para a comercialização 
(DIVAKARA et al. 2010). De acordo com Achten et al. (2010), por se tratar de um espécie 
ainda não-domesticada, são necessários estudos sobre a diversidade existente no germoplasma  
do pinhão-manso, que possibilitem o desenvolvimento de cultivares melhoradas. Assim, 
características como a toxicidade presente em suas sementes (ésteres de forbol), a floração 
assíncrona, bem como a desuniformidade de maturação e produção, também deve ser 
geneticamente melhorada para a exploração comercial da cultura (JOHNSON, ESWARAN e 
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SUJATHA, 2011). Ademais, ao se estabelecer uma cultura de pinhão-manso, a taxa de 
sobrevivência pode ser influenciada pela escolha do método de cultivo (HELLER, 1996). 
A espécie é propagada por via seminal e vegetativa (SATURNINO et al., 2005). 
Entretanto, plantios desuniformes com uso de sementes e a alta demanda de material vegetal 
(estacas) têm sido apontados como os principais fatores que limitam a expansão racional da 
cultura. Assim, pesquisas a respeito de multiplicação in vitro da espécie são imprescindíveis, 
seja para acelerar programas de melhoramento genético, produzir mudas de genótipos 
selecionados em escala comercial, ou então, permitir estudos biológicos básicos sobre a espécie 
(ACHTEN et al., 2010; MUKHERJEE et al., 2011).  
Os principais métodos para a produção de mudas de pinhão-manso são por semeadura 
direta, plantio de mudas originadas de sementes ou por propagação assexuada (OPENSHAW, 
2000). Em plantios comerciais de pinhão-manso, geralmente as mudas são oriundas de material 
de origem seminal (PANDEY et al., 2012). Entretanto, mudas de pinhão-manso produzidas por 
sementes apresentam variações quanto às características fenotípicas devido ao desenvolvimento 
da espécie em uma vasta gama de condições climáticas (GINWAL et al., 2005). 
Segundo MUKHERJEE et al. (2011), uma das desvantagens da propagação 
convencional de pinhão-manso via sementes é a desuniformidade da produção e a influência 
dos fatores edáficos sobre a taxa de produção de sementes. Além do mais, por ser uma espécie 
que apresenta polinização cruzada, as sementes podem apresentar potencial genético 
desconhecido. Segundo SUJATHA et al. (2005), a propagação vegetativa da espécie também 
apresenta baixo rendimento, além das plantas propagadas desta formar serem suscetíveis ao 
ataque de insetos e doenças. Assim, o cultivo em grande escala de pinhão-manso continua sendo 
uma das questões mais importantes para o sucesso da cultura. 
Para melhorar o rendimento da produção de pinhão-manso, algumas práticas 
agronômicas podem ser aplicadas. A clonagem de genótipos superiores, visando a 
multiplicação massal de germoplasma superior, via micropropagação é um exemplo (PANDEY 
et al., 2012). A partir dessa ferramenta biotecnológica, plantas com características de interesse 
podem ser introduzidas em larga escala, direcionando melhorias para a cultura, em termos de 
produtividade de grãos, teor de óleo, toxicidade da semente e resistência a pragas e doenças 
(ABHILASH et al., 2011). 
A micropropagação pode ser definida como uma técnica de propagação vegetativa in 
vitro. Hartman et al. (1990) sugerem o termo micropropagação para designar o cultivo asséptico 
de pequenas partes da planta em condições controladas de nutrição, luminosidade, fotoperíodo 
21 
 
e temperatura. É uma técnica utilizada principalmente para plantas que apresentam dificuldades 
de multiplicação pela reprodução natural e pelos métodos convencionais de propagação 
vegetativa, permitindo a obtenção de grande número de plantas sadias e geneticamente 
uniformes, em curto período de tempo (THORPE et al., 1991; XAVIER et al., 2007). 
De fato, a cultura de tecidos de plantas tem sido citada como técnica promissora para a 
propagação de diversas espécies oleaginosas com potencial para produção de biodiesel, 
(PALMER e KELLER, 2011; LI et al., 2011; CHHIKARA et al., 2012; SURANTHRAN et al., 
2013), sendo que para o gênero Jatropha, são também encontrados trabalhos de 
micropropagação, em especial para espécie J. curcas (KUMAR et al., 2010; DAUDET et al., 
2011; LEELA et al., 2011; SHARMA et al., 2011; ATTAYA et al., 2012; TOPPO et al., 2012). 
Protocolos de propagação in vitro de pinhão-manso têm sido citados para vários tipos 
de explantes (SHARMA, et al. 2011). Em 1998, Sujatha e Reddy mostraram que thidiazuron 
(TDZ) promoveu maior frequência de regeneração de brotos axilares quando comparado com 
benzilaminopurina (BAP). Em um estudo posterior, diferentes concentrações de cinetina (Kn), 
BAP e TDZ foram testadas, seguido de subcultivo em meio contendo 2 mg L-1 de BAP 
(SUJATHA et al., 2005).  
A multiplicação a partir de hipocótilos de diferentes genótipos, incluindo um genótipo 
não tóxico, e segmentos nodais foi desenvolvido satisfatoriamente por Sharma et al. (2011) e 
Datta et al. (2007), respectivamente. Além disso, Kumar et al. (2010) conseguiram regenerar 
plantas via organogênese direta por meio de explantes de pecíolo. Oliveira et al. (2013) 
descreveram a indução de poliploides in vitro a partir de variedades de pinhão-manso. Li et al. 
(2006) obtiveram regeneração adventícia a partir de segmentos hipotiledonares, cotilédones e 
folhas.  
Thepsamran et al. (2008) demonstraram ser possível a regeneração de vários tipos de 
explantes como meristema apical, nós, brotos derivados de gema axilar, pecíolos e explantes 
foliares em meio de MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) suplementado com diferentes 
concentrações de BAP ou em combinação com ácido indolbutírico (AIB). Adicionalmente, 
vários autores têm relatado formação de gemas a partir de folhas e pecíolos em meio MS com 
a presença de reguladores de crescimento (SUJATHA e MUKTA, 1996; SUJATHA et al., 
2005; SOOMRO e MEMON, 2007; DEORE e JOHNSON, 2008; THEPSAMRAN et al., 2008; 
KHURANA-KAUL et al, 2010; KUMAR e REDDY, 2010). 
Entretanto, segundo Daudet et al. (2011), em J. curcas a regeneração adventícia é 
bastante reduzida. Os autores observaram que apenas as técnicas de propagação utilizando 
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como explante gemas axilares e folhas apresentaram algum sucesso na regeneração de brotos, 
enquanto em explantes cotiledonares foi possível observar a formação de calos embriogênicos. 
Toppo et al. (2012) desenvolveram um protocolo para a micropropagação de pinhão-
manso com a adição de água de coco, favorecendo a produção de brotações contendo maior 
área foliar, aumentando também a taxa de enraizamento. 
Quando embriões zigóticos provenientes de frutos imaturos foram cultivados in vitro, 
os mesmos necessitaram da suplementação de sacarose no meio de cultura para a germinação 
(NUNES et al., 2008). No cultivo in vitro de embriões de pinhão-manso, a sacarose na 
concentração de 30 gL-1 mostrou-se eficiente para a promoção do alongamento da parte aérea 
e aumento do número de raízes (DIAS-LOPEZ et al., 2012). Na fase de aclimatização, com 
mudas produzidas a partir da micropropagação de segmentos nodais, observou-se até 87% de 
sobrevivência (DATTA et al., 2007) e, para plantas micropropagadas oriundas de hipocótilos, 
a sobrevivência foi de 90% (SHARMA et al., 2011). 
Apesar dos diversos trabalhos de micropropagação de pinhão-manso disponíveis na 
literatura, a regeneração in vitro desta espécie é genótipo-dependente e o número de brotações 
induzidas é influenciado pela posição e fonte de explantes (HORBACH et al., 2014). A idade 
do material vegetal também interfere no potencial de regeneração via organogênese direta, 
sendo que esta capacidade diminui com o tempo (SHARMA et al., 2011). 
Dessa forma, as técnicas de micropropagação de pinhão-manso disponibilizadas na 
literatura ainda são insuficientes, devido aos protocolos não serem completamente dominados, 
necessitando, assim, de mais estudos para torná-los mais eficientes e aplicáveis, especialmente, 
os voltados para a embriogênese somática em que os trabalhos ainda são raramente citados, 
mas altamente estudados e ainda buscados cientificamente. 
 
2.4. A conservação ex situ por temperaturas subzero e criogênicas 
A conservação dos recursos fitogenéticos é obtida pela proteção das populações na 
natureza (in situ) ou pela preservação de amostras em bancos de germoplasma (ex situ) 
(HEYWOODA e IRIONDO, 2003, RAJPUROHIT e JHANG., 2015). Estes últimos são 
essenciais, pois garantem pronto acesso ao material quando necessário, atuando como um back 
up para determinados segmentos da diversidade que poderiam ser perdidos na natureza 
(HAWKES et al., 2012).  
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Os bancos de germoplasma desempenham um papel vital na exploração, conservação e 
divulgação científica da diversidade genética vegetal, essencialmente necessário para o 
melhoramento de culturas para alimentação, saúde e segurança nutricional (FAO, 2014). 
Segundo Cochrane et al. (2007), diversas são as justificativas para que uma espécie seja 
selecionada quanto a prioridade de conservação. Dentre elas se destacam espécies com baixos 
números de plantas, pertencentes a populações ou área geográfica limitada, ameaçadas pela 
atividade humana, susceptíveis a doença, salinidade, plantas invasoras ou pastagens, aqueles 
que experimentam um rápido declínio e geneticamente ou taxonomicamente diferente das 
espécies mais comuns, podem ter total prioridade para a conservação ex situ. Assim como 
habitats em risco imediato de destruição e, onde em ações in situ não podem garantir a 
sobrevivência das espécies, a manutenção ex situ do material vegetal torna-se necessário, 
agindo como um seguro e como fonte de material de reintrodução e reestabelecimento futuro 
(BARRETT et al., 1991). 
Atualmente, existem mais de 1750 bancos de germoplasma para a conservação ex situ 
da diversidade de plantas no mundo, os quais detêm cerca de 7,5 milhões de acessos, sendo que 
45% de todos os acessos dos bancos mundiais são de cereais, 15% são de leguminosas, 9% 
forrageiras, vegetais, nozes e frutas somam 13%, raízes e tubérculos 3%, oleaginosas 3%, 
culturas de plantas têxteis 2%, culturas de açúcar 1%, e outros 8% (FAO, 2014). 
 O material vegetal para a conservação ex situ pode ser desde pólen, segmentos nodais, 
tecido ou cultura de células e sementes, sendo este último o propágulo mais eficiente e de 
relativamente baixo custo utilizado na conservação, pois além de ocuparem pouco espaço, as 
sementes podem produzir plantas inteiras, quando necessário, podendo ainda serem 
conservadas em diferentes formas e locais, diminuindo ainda mais o risco de extinção 
(ROBERTS, 1991). 
Em bancos de germoplasma, a conservação em longo prazo é definida como o 
armazenamento de sementes de acessos de plantas por longos períodos, sendo o ambiente de 
armazenamento operado em temperaturas sub-zero.  Entretanto, também deve-se levar em conta 
o grau de umidade das sementes a serem conservadas (em torno de 5%), a utilização de 
embalagens herméticas e temperaturas iguais ou inferiores a -18°C (HAY e ROBERT, 2013). 
Para fins de conservação ex situ e viabilidade, as sementes podem ser classificadas como 
recalcitrantes (intolerantes a dessecação), ortodoxas (tolerantes a dessecação) (ROBERT, 1973) 
ou intermediárias (parcialmente tolerantes a dessecação, porém sensíveis a baixas temperaturas) 
(ELLIS e ROBERTS, 1990). 
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A FAO (2014) recomenda a conservação ex situ de longo prazo de sementes de 
espécies ortodoxas com umidade abaixo de 7% e acondicionadas em recipientes à prova de 
umidade, tais como sacos de folha laminadas, latas de alumínio, ou frascos de vidro para 
armazenamento em baixa temperatura (-18 °C). Para as espécies selvagens, a temperatura de -
4 °C e um teor de umidade entre 7-8% são as mais recomendadas.  Sementes não ortodoxas não 
podem ser armazenadas com sucesso por longo prazo, utilizando protocolos convencionais 
(secagem e armazenagem a baixas temperaturas). Em vez disso, a criopreservação (geralmente 
em nitrogênio líquido, a -196 ° C) é o método de conservação mais recomendado (WALTERS 
et al., 2013). 
A criopreservação é a conservação de organismos vivos em nitrogênio líquido à 
temperatura de -196°C ou ligeiramente inferior, podendo esta fase constituir uma etapa 
intermediária para o congelamento definitivo a -196°C (GROUT e CRISP, 1985; WITHERS, 
e ENGELMANN, 1998; WITHERS e WILLIAMS, 1990; WALTERS, 2015). Nessas 
temperaturas, o metabolismo celular e os processos bioquímicos são substancialmente 
reduzidos e a deterioração biológica é praticamente paralisada; conseqüentemente é mínima a 
deterioração biológica do material durante o armazenamento (KARTHA, 1985 e REED, 2008). 
O uso de técnicas criogênicas ou criopreservação constitui uma alternativa para a 
conservação de germoplasma em longo prazo, principalmente quando a conservação 
convencional, baseada no armazenamento de sementes dessecadas em baixas temperaturas, não 
se mostra eficiente.  Geralmente, sementes ortodoxas são secas até atingirem baixos níveis de 
teores de umidade e colocadas em câmaras frias a -20ºC, o que é conhecido como 
armazenamento ou conservação convencional. Em contraste, as sementes recalcitrantes devem 
ser protegidas e armazenadas criogenicamente, em nitrogênio líquido (WALTERS et al., 2015).  
O pinhão-manso, na maioria das vezes é propagado via sementes, as quais são 
caracterizadas como ortodoxas (DENG et al., 2008; SILVA et al., 2012), embora outros autores 
relatem perdas de até 50% de viabilidade após armazenamento de 15 meses (JOKER e JEPSEN, 
2003; PRADA, et al., 2015).   
Essa queda na taxa de germinação provavelmente se deve ao fato de que sementes 
oleaginosas, tais como as de pinhão-manso, são difíceis de se conservar por métodos 
convencionais, quando comparadas com sementes ricas em amido, devido à natureza lipídica 
de seus compostos de reserva. Os lipídeos como compostos majoritariamente de reserva são 
quimicamente instáveis, sendo a peroxidação dos lipídios uma das principais causas da 
deterioração deste tipo de semente, por promover mudanças no sistema de membranas e 
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atividade biosintética; redução na velocidade de germinação e potencial de armazenagem das 
sementes (PEREIRA et al., 2013). Assim, estudos de armazenamento de sementes de pinhão-
manso por longos períodos de tempo se tornam de suma importância. 
 Sem dúvida, a criopreservação é atualmente a técnica de conservação que mais tem 
sido buscada e para a qual tecnologias têm sido aprimoradas, promovendo certa diversificação 
dos métodos de criopreservação e permitindo ampliar seus usos (WITHERS e ENGELMANN, 
1998 e WALTERS, 2015). No entanto, embora existam vários procedimentos criogênicos para 
um crescente número de espécies produtoras de sementes recalcitrantes e órgão/tecidos in vitro, 
o emprego rotineiro da criopreservação de sementes, em especial de J. curcas, ainda é 
considerado limitado (SILVA et al., 2012; GOLDFARB, et al, 2010 e PRADA, 2015) e deve 
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